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Samples  of t he  aggregates  suspended  in t he i r  d ia lysis  
so lu t ions  were diges ted a t  20~ w i t h  t r y p s i n  in a 1:255 
mass  r a t io  to  myos in  or 1:92.2 to  LMM-C. A n o t h e r  sample  
of m y o s i n  segmen t s  was  t r an s f e r r ed  to 0.5 M a m m o n i u m  
ace t a t e  p r io r  to  d iges t ion to  s t u d y  the  effect  of sa l t  com- 
posi t ion .  A l i q u o t s  r e m o v e d  a f te r  v a r y i n g  t imes  were 
q u e n c h e d  w i t h  chi l led so lu t ions  of soybean  t r y p s i n  in- 
h ib i to r ,  a n d  spec imens  were m o u n t e d ,  n e g a t i v e l y  s ta ined ,  
a n d  e x a m i n e d  in t he  e lec t ron  microscope ~6. 

The  F igure  s u m m a r i z e s  for t he  d i f fe rent  d iges t ions  the  
d i s t ances  of scission loci f rom the  over lap  margins ,  i.e., 
t h e  l eng ths  of t h e  res idua l  l i g h t - m e r o m y o s i n  f ragments .  
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Cumulative frequency graphs of the distances from the C-termini of 
the molecules to scission sites in tryptic digestions of segment struc- 
tures of myosin and LMM-C. 

To avoid  t he  a r t i f a c t -p rone  g roup ing  of m e a s u r e m e n t s  
in to  ranges,  t he  d a t a  are p lo t t ed  as c u m u l a t i v e  f r equency  
graphs ,  r a t h e r  t h a n  as h i s tog rams .  E a c h  u n i t  s tep  in  a 
b r o k e n  line cor responds  to  one d a t u m ,  a n d  the  s tep  
he igh t s  are inverse ly  p r o p o r t i o n a l  to  t he  t o t a l  n u m b e r  of 
m e a s u r e m e n t s  in  each series, so t h a t  average  slopes re- 
f lect  t he  densi t ies  of d a t a  points .  

The  d iges t ions  of myos in  show a single site of pre-  
d o m i n a n t  a t t a c k  in each  so lvent ,  b u t  t h e  si tes differ:  
103 s 2 n m  f rom the  C- t e rminus  in a m m o n i u m  ace t a t e  
solut ion,  b u t  95 =k 2 n m  in ca lc ium aceta te .  Whi le  ve ry  
close s i tes  c a n n o t  be d i s t ingu i shed ,  S t u d e n t ' s  t - tes t  
suggests  t h a t  t he  95-rim a n d  103-rim si tes  differ  signifi-  
c a n t l y  a t  b e t t e r  t h a n  t h e  0 .1% level. The  r e m a i n i n g  
scission si tes for myos in  m o s t l y  c lus te r  a b o u t  70 n m  or 
85 rim, w i t h  one scission a t  103 n m  in ca lc ium ace ta te .  
All of th i s  fi ts w i t h  the  o b s e r v a t i o n  7 t h a t  br ief  t r y p t i c  
d iges t ion of dissolved myos in  yields  l i gh t -meromyos in  
molecules  a b o u t  90 n m  long, b u t  70 n m  long upon  f u r t h e r  
digest ion.  

The  d iges t ion  o5 phase  F '  of LMM-C in ca lc ium ace t a t e  
largely  m a t c h e s  t h a t  of myos in  in the  same solvent ,  b u t  
w i t h  less c lear ly  d e m a r c a t e d  scission a t  t he  95-nm site, 
wh ich  lies nea r  the  N - t e r m i n u s  of LMM-C. Thus  t he  t y p e  
of so lven t  is the  ma jo r  f ac to r  gove rn ing  specif ici ty  of 
a t t ack .  

In grea t  con t ras t ,  the diges t ion  of phase  R of LMM-C 
show-s a g rea t  loss of specif ic i ty  of a t t ack .  A wide r ange  
of sites t h r o u g h o u t  the  h inge  region is r ap id ly  cleaved.  
Thus,  ca lc ium b u t y r a t e  ha s  r ende red  suscept ib le  m a n y  
add i t i ona l  si tes w i t h i n  t he  h inge  region. This  fact,  com- 
b ined  w i t h  t h e  obse rva t i on  t h a t  LMM-C yields ordered,  
t h o u g h  a b e r r a n t  aggregates  in ca lc ium b u t y r a t e  solut ion,  
suggests  t h a t  t h i s  sa l t  induces  an  a l t e r a t i on  in the  LMM-C 
molecule  t h a t  is l imi ted  to t he  h inge  region. 

Anaerobe  Akt iv ierung  y o n  Katalase  (EC 1.11.1.6) in Gegenwart  yon  M o n o d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  
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Summary. Catalase  is p a r t i a l l y  i n a c t i v a t e d  i r revers ib ly  in anae rob ic  so lu t ions  c o n t a i n i n g  t o g e t h e r  L ( + ) - a s c o r b a t e ,  
m o n o d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t e ,  a n d  d i d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t e .  Tile e x p e r i m e n t s  ind ica te  t h a t  m o n o d e h y d r o - L ( + ) -  
a sco rba t e  i n a c t i v a t e s  ca ta lase .  

ORR 1-4 h a t  die lange b e k a n n t e  u n t e r  aerobe~z Bedin-  
g u n g e n  zur  I n a k t i v i e r u n g  yon  Ka ta l a se  d u r c h  z ( + ) -  
A s c o r b a t  f t ihrende  R e a k t i o n  auf  mo leku la r e r  E b e n e  un-  
t e r s u c h t  und  zuletzt2,  a beschr ieben ,  dass  u n t e r  ae rober  
I n k u b a t i o n  der  K a t a l a s e  m i t  c ( + ) - A s c o r b a t  oder  z ( + ) -  
A s c o r b a t  u n d  Kupfe r i onen  (pH 7,0) e n t s t e h e n d e  H y d r o -  
xyl-  oder  P e r h y d r o x y l r a d i k a l e  das  A p o p r o t e i n  der  K a t a -  
lase je n a c h  B e d i n g u n g e n  un t e r sch i ed l i ch  ver&ndern.  
Die L i t e r a t u r  zu d iesem P r o b l e m  ist  in den  A r b e i t e n  1-4 
ausf i ih r l ich  darges te l l t .  B is lang  is t  noch  n i c h t  u n t e r s u c h t  
worden ,  ob  n i c h t  z ( + ) - A s c o r b a t ,  Monodehydro-L( -F) -  
a s c o r b a t  oder  D i d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t ,  Subs t anzen ,  die 
bei  den  ill der  L i t e r a t u r  m i t g e t e i l t e n  E x p e r i m e n t e n  im- 
mer  n e b e n e i n a n d e r  vorl iegen,  u n t e r  a*zaeroben B e d i n g u n -  
gen K a t a l a s e  inak t iv ie ren .  

Material and Methode~. Reine  kr i s ta l l ine  D idehydro -  
L (+ ) - a sco rb in s t t u r e  w u r d e  n a c h  dem  V e r f a h r e n  yon  
STAUDINOZER u n d  ~VEIs s, M o n o d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  

d u t c h  K o m p r o p o r t i o n i e r u n g  yon  L ( + ) - A s c o r b a t  u n d  
D i d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t ,  wie bei  YON FOERSTER et  al. 6 
beschr ieben ,  herges te l t t .  E x t r e m  re iner  St icks toff  de r  Fa .  
Messer, Gr ieshe im,  wurde  m i t  d e m  Ox i so rbsys t em der  
gleiehen F i r m s  naehgere in ig t .  Wasser  wurde  deionis ier t  
und  zweimal  in  e iner  Q u a r z a p p a r a t u r  dest i l l iert .  Die 
i ibr igen Chemika l i en  w a r e n  ana lysen re ine  Hande l s -  
p roduk te .  Die V o r i n k u b a t i o n  der  Ka t a l a se  erfolgte  bei 
25~  in e iner  S t icks tof fa tmosph&re .  Das  Schu tzgas  
s t r 6 m t e  m i t  120 ml  �9 m in  -1 fiber die ill e inem fOberdruck- 
ven t i l  ve r sch lossenen  Ko lben  bef indl iche  Reak t ions l6sung .  
Zur  Fes t s t e l l ung  der  k a t a l a t i s c h e n  Aktivi t~i t  der  K a t a -  
lase b e s t i m m t e n  wir  die anfS.ngliche Reak t ionsgeschwin -  
d igke i t  der  Zer se tzung  yon  Wasse r s to f fpe rox id  d u r c h  
Ka ta l a se  bei  25 ~ C. Ausser  bei  der  U n t e r s u c h u n g  der  p H -  
Abh~ug igke i t  der  R e a k t i o n  wurde  be i  p H  7,0 gearbe i te t .  
Es  wurde  die A b n a h m e  der  E x t i n k t i o n  bei  240 n m  Wel-  
lenl~nge in e inem U V - S p e k t r a l p h o t o m e t e r  S P  800 A m i t  
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dem ZusatzgerS~t SP 820 zur Regis t r ierung bet fes ter  
WetIenlgnge (Fa. Un icam I n s t r u m e n t s  LTD,  Cambr idge /  
England)  un te r  geringftigiger Modifizierung des von 
eRR 4 abgewande l t en  Ver fahrens  von CHANCE 7 regi- 
str iert .  Die Vergle ichskf ivet te  en th ie l t  den bet den Ex-  
pe r imen ten  v e r w e n d e t e n  P h o s p h a t p u f f e r  von p H  7,0. 
Die Wasse r s to f fpe rox idkonzen t r a t i on  wurde  auf unge- 
fXhr 18 m M  eingestell t ,  was bet p H  7,0 ether E x t i n k t i o n  
yon um 0,8 en t spr ich t .  Ges t a r t e t  wurde  die Reak t ion  
durch  Zugabe yon einer jeweils frisch bere i te ten  w/issrigen 
L6sung des zu zerse tzenden  YVasserstoffperoxids. 

Ergebnisse. 1. p H - O p t i m u m  : Man f indet  ein brei tes  pH-  
O p t i m u m  zwischen p H  = 6,0 und  p H  = 7,0. 

2. K ine t ik  der  H e m m u n g  bet p H  7,0: Inkub ie r t  man  
Kata lase  anaerob  in Gegenwar t  von M o n o d e h y d r o - L ( + ) -  
ascorbat ,  so wird sie bet  gleicher Molar i tgt  yon  L( ~-)- 

5O 

-~ 40 

30 

20 

:I2 

2 4 6 8 min 

IKinetik der Hemmung von Katalase durch Monodehydro-I.(+)- 
ascorbat (OOO), sowie Einfluss yon L(+)-Ascorbat (OOO) und 
Didehydro-L(+)-ascorbat (• • • attf die katalatische Aktivit/it 
der Katalase. Katalase 8 b~g in 50 nil, L(+)-Aseorbat und Didehydro- 
L(+)-aseorbat jeweils 10-4M, 0,01 M Phosphatpuffer, pit 7,0, 25 ~ 
Messvolumen 2,5 ml, davon 2,45 nfl des lnkubationsausatzes 0,392 [zg 
Katalase und 0,05 ml einer 0,45M Wasserstoffperoxidl6sung ent- 
haltend. Mittelwerte aus 8-12 Messungen, maximale Abweichung 
• 

Ascorba t  und  D i d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  im Ansa tz  in- 
ne rha lb  weniger  Minuten  zu 50% gehemmt .  Inkub ie r t  
m a n  Kata lase  un te r  den gleichen Bed ingungen  mi t  L (+) -  
Ascorbat ,  so wird  sie se lbs t  nach  3 h n i ch t  inakt iv ier t .  Di- 
d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  allein ve rmag  ebenfalls  Ka ta lase  
n ich t  zu inakt iv ieren.  Die Figur  zeigt die Kine t ik  der 
H e m m u n g  fiber 8 min.  

3. Irreversibilit~tt der  H e m m u n g :  Die H e m m r e a k t i o n  
wird  nicht m e h r  beobachfiefi bet Konzentra t ionsverh/~l t -  
nissen von  L( + ) - A s c o r b a t  : Didehydro-L( + ) - a s c o r b a t  yon 
jensei ts  40 und  0,025. Maximale  H e m m u n g  der  Ka ta lase  
f inder  man  be im Verh/i l tnis  von  L ( + ) - A s c o r b a t : D i d e -  
h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  yon 1. Dies wird auch  bet von  den 
in der  Legende  zur Figur  unterschied l ichen  Konzen t r a -  
t ionen  gefunden.  H e m m t  man  die Ka ta lase  max i ma l  und  
stel l t  anschl iessend durch  Zugabe von fester  L(+) -Ascor -  
bins~kure oder  fester  D idehydro -L(+) -a sco rb ins~ure  ein 
anderes  Konzen t ra t ionsve rh~ l tn i s  ein, so ble ibt  die Hem-  
m u n g  selbst  nach  zweist i indiger  I n k u b a t i o n  bet 25~ 
maximal .  

Dis]~ussion. Durch  die mi tgete i l te  Reak t ion  ist  erst-  
mals  gezeigt, dass  eine E n z y m a k t i v i t ~ t  durch  das Radi-  
kalanion M o n o d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  v e r i n d e r t  wird.  
Es  ist zu erwar ten ,  dass die Akt iv i t~ ten  wei terer  E n z y m e  
d u t c h  M o n o d e h y d r o - L ( + ) - a s c o r b a t  beeinf luss t  werden.  
Der  Mechanismus  der  hier  beschr iebenen  Reak t ion  be- 
darf  der  K1/~rung. 
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Summary.  Three  rat ios  were s tudied  here : bound  to free AChE (R 1), b o u n d  to free B C h E  (R2), and  the  rat ios be tween  
these  two (R~). The first  one p roved  re levan t  in t h a t  i t  con t r ibu ted  to the  division of the  cholinergic t issues into 3 
classes: h igh values (nicotinic t issues:  skeletal  muscle),  low values(muscar in ic  t issues : small  in tes t ine ,  uterus,  hear t ) ,  and 
middle  values (mixed, nicot inic  and muscar in ic  cholinergic i nne rva t ion :b ra in ) .  The th i rd  ra t io  (R3) showed di f ferent  
values in the  muscar in ic  t issues s tudied;  no s ignif icant  differences could, however ,  be found be tween  the  rat ios  of 
bra in  and skeletal  muscle.  F u r t h e r  explora t ion  of th is  rat io should indicate  w h e t h e r  it  is of some impor t ance  for the  
charac te r i za t ion  of exc i tab le  t issues. 

Cholinesterases,  ace ty lchol ines terase  (ACHE) and bu- 
ty ry lchol ines te rase  (BChE) occur in two na t ive  (free and 
bound) s ta tes  in m a m m a l i a n  t issues 1-~, bu t  it  is still no t  
clear whe the r  th is  is also t rue  for o ther  species. I t  has 
been repor ted  t h a t  the  enzyme  is solubilized a lmost  com- 
ple te ly  by  means  of saline media  in some electrical fishes, 
for example  (see discussion in ~). Recent ly ,  however ,  i t  
was found t h a t  even  in the  e lec t roplax  of Electrophorus, 
when  Tr i ton  X-100 is added  to  the  cur ren t  aqueous  or 
saline media,  more  enzyme is released t h a n  wi th  these  

ex t rac t ion  solut ions alone s. One m a y  ask w h e t h e r  the  
f rac t ion  of t he  enzyme,  which seems to be l inked to the  
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